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呼吸を困難にする（Fahy et al.,2002; Rose et al.,2006; 






液ムチン MUC5AC 及び MUC5B の産生を制御する
ことを発見した（Iwashita et al., 2011; Ito et al., 2015;
Iwashita et al., 2016）．代表的な細胞外マトリックス
構成タンパク質である 4型コラーゲンからのシグナ
ルはMUC5ACを減少させる（Iwashita et al., 2010）．
この減少には細胞と細胞外マトリックスを結ぶ接着
分子インテグリン，そしてその下流にある Akt や
ERKキナーゼが介在している（Iwashita et al., 2013; 
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ちをする基底膜に多く含まれて作用する (Halper, J 
et al., 2014）．ラミニンと 4型コラーゲンはMUC5AC
の産生を増減させることが培養細胞を用いた系で報












腔注射では，マウス 1匹当り OVA 20 µg, 水酸化アル
ミニウム 2 mg in 200 µL PBSを注射した．OVAの噴
霧では１％ OVA in PBSをネブライザーで霧化し，2
週間 1 日あたり 30 分間噴霧した．Sacrifice には学
内規定に則り，エーテルを用いた．
血中における抗 OVA 抗体の検出 
マウスを固定器に入れ，尾静脈より採取した血液
を材料として，血中に含まれる抗 OVA 抗体を






3 µLを PBSで 300倍希釈し，サンプル中のMUC5AC 
産生量を検出した．PVDF 膜（MILLIPORE, MA, 
USA）を 1 分間メタノールに浸した後，10 分間×2
回 TBS-T溶液（0.02 M Tris-HCL (pH 7.5), 0.1 M NaCl, 
0.1 % Tween-20）の中に静置した．メンブレンを Dot 
Blot装置 (Scie-Plas, Cambridge, UK) に装着し，40 µL
のサンプルを加えた．PVDF 膜に Western BLoT 
Blocking Buffer (Takara, Shiga, Japan) を加え，4℃で
一晩ブロッキングした．一次抗体である抗MUC5AC
抗体(Thermo SCIENTIFIC, Kanagawa, Japan)に 1時間
室温で浸した．5 分間×5 回 TBS-T 溶液で振とう洗
浄した．二次抗体である ECL抗マウス IgG HRP標
識抗体で 1時間反応後，5分間 5回 TBS-T溶液で振
とう洗浄した．PVDF膜を Luminata Forte HRP液で 5
分間処理し，Chemidoc image analyzer（MILLIPORE, 
MA, USA）でシグナルを検出した．   
Western blot 
マウスの気道を摘出し，laemmli SDS sample buffer
に溶解した．９５度５分加熱した後，NuPAGE3-8% 
Tris Acetate gel（invitrogen, CA, USA）に電気泳動し，
ニトロセルロース膜に転写した．Western BLoT 
Blocking Buffer を用いて 4℃で一晩ブロッキングし
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た．一次抗体に 1 時間室温で浸した．5 分間×5 回
TBS-T溶液で振とう洗浄した．二次抗体である ECL
抗マウス，抗ラビット IgG HRP標識抗体（Madison, 
WI, USA）で 1時間反応後，5分間 5回 TBS-T溶液
で振とう洗浄した．ニトロセルロース膜を Luminata 




Antibody（Bioss ANTIBODIES, MA, USA），抗ラミニ
ン抗体： Anti-Laminin, Rabbit-Poly, HRP（ Novus 
Biologicals, SW, USA），抗 4 型コラーゲン抗体：
Anti-Collagen Type Ⅳ, Mouse-Mono （ Ⅳ-4H12 ）
（EMFRET Analytics, DE）である．








抗 OVA 抗体が増加する．ELISA 法を用いて血中の
抗 OVA 抗体を検出した結果，OVA で処理したヘア
レスマウス群（喘息モデルマウス群）では OVA で
処理しない対照群と比較して OVA に対する抗体量











図３ ヒト気道上皮細胞株 NCI-H292 における細胞
外マトリックスタンパク質による MUC5AC 産生への
影響．対照群（CNTL），フィブロネクチン（FN），ラ
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ている（Nials et al., 2008）．これまでは C57BL/6や
BALB/c などのマウス種を使用しての喘息モデル
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Increment of type IV collagen and laminin in the airways of asthmatic mice
Jun Iwashita, Masato Yasuda, Jun Murata
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Asthma or COPD causes breathing problems and is defined as a chronic inflammatory disease of the airways. The ovalbumin-induced asthma 
model in mouse is a strong tool for the assessment of the in vivo efficacy of anti-asthma remedies. This murine model features many similarities to 
human allergic asthma including the presence of lung inflammation, the release of inflammatory cytokines, the hypersecretion of MUC5AC mucin,
and the presence of airway hyper-responsiveness. In the previous study conducted by the authors of this paper, extra cellular matrix proteins were 
found to regulate MUC5AC production in the human airway cell lines. However, the expression pattern of extra cellular matrix proteins in the 
airways has not been established in vivo. For this report, the authors analyzed the change of expression of the extra cellular matrix proteins that
affect MUC5AC production in the airways of asthmatic mice. The ovalbumin challenge induced the increment of anti-ovalbumin antibodies in the
blood and caused the hyper-secretion of MUC5AC protein in the airways, which were representative markers of asthmatic mice. No significant 
difference of fibronectin expression was detected in the airway tissues of an asthmatic mice and an unchallenged mice. In contrast, type IV 
collagen and laminin both increased in the airways of asthmatic mice. These results suggest that type IV collagen and laminin regulate the 
secretion of MUC5AC in vivo.
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